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©  Lumineszenz-Immuno-Teste,  Verfahren  zur  Stabilisierung  und  Qualitätskontrolle  derselben. 
©  Lumineszenz-Immuno-Teste  bestehen  aus  einem  zur 
Lumineszenz  befähigten,  mit  Phthalhydraziden  markierten 
Antigen  oder  Antikörper,  einem  vorzugsweise  trägergebun- 
denen  Antikörper  oder  Antigen  und  einem  die  Lumineszenz 
auslösenden  oxidierenden  Reagenz  und  sind  dadurch 
gekennzeichnet,  daß  das  oxidierende  Reagenz  eine  Abb.  1 
vorgefertigte,  gegebenenfalls  durch  ein  Bakteriostatikum 
stabilisierte  Lösung  von  Katalase  und  der  Initiator  eine 
mindestens  20  Minuten  alte,  vorgefertigte  alkalische  Perox- 
idlösung  ist.  Diese  Lumineszenz-Immuno-Teste  sind  beson-  «  ]ma)t 
ders  stabil  sowie  einfach  und  preiswert  einer  Qualitätskon-  § 
trolle  zu  underziehen.  «" 
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L u m i n e s z e n z   - I m m u n o - T e s t e ,   V e r f a h r e n   z u r   S t a b i l i s i e r u n g  

und  Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   d e r s e l b e n  

G e g e n s t a n d   d e r   v o r l i e g e n d e n   E r f i n d u n g   s i n d   L u m i n e s z e n z -  

I i r u n u n o - T e s t e   b e s t e h e n d   aus  e i n e m   z u r   L u m i n e s z e n z   b e f ä -  

h i g t e n ,   m i t   P h t h a l h y d r a z i d e n   m a r k i e r t e n   A n t i g e n   o d e r  

A n t i k ö r p e r ,   e i n e m   v o r z u g s w e i s e   t r ä g e r g e b u n d e n e n   A n t i -  

k ö r p e r   o d e r   A n t i g e n   und  e i n e m   d i e   L u m i n e s z e n z   a u s l ö s e n -  

den  o x i d i e r e n d e n   R e a g e n z   s o w i e   V e r f a h r e n   z u r   S t a b i l i -  

s i e r u n g   und  Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   d e r a r t i g e r   T e s t e .  

L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e   s i n d   p r i n z i p i e l l   g u t   g e e i g n e t  

f ü r   i m m u n o l o g i s c h e   B e s t i m m u n g e n ,   da  s i e   b e i   s o r g f ä l t i -  

g e r   und  k o m p e t e n t e r   H a n d h a b u n g   a l l e   A n f o r d e r u n g e n   a n  

P r ä z i s i o n   und  zu  e r r e i c h e n d e   M e ß g r e n z e n   in   o p t i m a l e r  

W e i s e   e r f ü l l e n .   B i s l a n g   i s t   d i e s e   M e t h o d e   j e d o c h   a u f  

w e n i g e   s p e z i a l i s i e r t e   L a b o r a t o r i e n   b e s c h r ä n k t   g e b l i e -  

b e n ,   da  d i e   H a n d h a b u n g   b i s h e r   noch   r e l a t i v   u m s t ä n d l i c h  

i s t   und  n u r   b e i   s o r g f ä l t i g s t e r   und  k o m p e t e n t e r   H a n d h a -  

bung   z u v e r l ä s s i g e   E r g e b n i s s e   e r z i e l t   w e r d e n .  

E in   w e i t e r e r   N a c h t e i l   von  L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e n  

b e s t e h t   d a r i n ,   daß  d i e   o x i d i e r e n d e n   R e a g e n z i e n   z u r   A u s -  

l ö s u n g   d e r   L u m i n e s z e n z   n i c h t   ü b e r   l ä n g e r e   Z e i t   h a l t b a r  

s i n d   und  d e s h a l b   b i s h e r   s t e t s   f r i s c h   a n g e s e t z t   w e r d e n  

m u ß t e n .   D i e s   w i e d e r u m   m a c h t   d i e   n o t w e n d i g e   Q u a l i t ä t s -  

k o n t r o l l e   s e h r   s c h w i e r i g   und  a u f w e n d i g .  

Die  E r f i n d u n g   h a t   s i c h   s o m i t   z u n ä c h s t   e i n m a l   d i e   A u f g a -  
be  g e s t e l l t ,   m ö g l i c h s t   v i e l e   de r   n o t w e n d i g e n   R e a g e n z i e n  

und  K o m p o n e n t e n   in  e i n e   s t a b i l e   Form  zu  b r i n g e n ,   f ü r  

d i e   dann   auch   e i n e   v e r e i n f a c h t e   und  z u v e r l ä s s i g e   Q u a l i -  

t ä t s k o n t r o l l e   m ö g l i c h   i s t .  



w  am  w  w   w  I 

d e r   d e u t s c h e n   P a t e n t a n m e l d u n g   P  34  39  742  d e r   A n m e l -  

r i n   i s t   e i n   V e r f a h r e n   z u r   I n i t i i e r u n g   d e r   L i c h t e m i s -  

.on  d u r c h   O x i d a t i o n   von   P h t h a l h y d r a z i d e n   in   L u m i n e s -  

>nz  - I m m u n o - T e s t e n   v o r g e s c h l a g e n   w o r d e n   d u r c h   Z u g a b e  

>n  P s e u d o p e r o x i d a s e ,   w ä s s r i g e m   N a t r i u m h y d r o x i d   u n d  

i s s r i g e m   P e r o x i d ,   b e i   dem  d i e   P s e u d o p e r o x i d a s e   v o r   d e r  

- s s u n g   dem  T e s t a n s a t z   z u g e g e b e n   w i r d   und  d i e   I n i t i i e -  

ang  d e r   L i c h t e m i s s i o n   d u r c h   Z u g a b e   e i n e r   0f3   b i s   10 

t u n d e n   a l t e n   L ö s u n g   von   a l k a l i s c h e m   P e r o x i d   e r f o l g t ,  

e r s u c h e ,   d i e   M i k r o p e r o x i d a s e   in   g e l ö s t e r   Form  zu  s t a -  

i l i s i e r e n ,   s i n d   g e s c h e i t e r t ,   da  d i e s e s   Enzym  i n s b e s o n -  

e r e   b e i   h ö h e r e n   T e m p e r a t u r e n   d e s   V e r s a n d e s   o d e r   d e r  

. a g e r u n g   m e h r   o d e r   w e n i g e r   s t a r k   a b g e b a u t   w i r d   und  S e i -  

te  A k t i v i t ä t   v e r l i e r t .   S c h r o e d e r   und   Y e a g e r   ( A n a l y t i c a l  

: h e m i s t r y .   V o l .   50,   No.  8,  S e i t e n   1 1 1 4 - 1 1 2 0 )   h a b e n   i n  

i i n e r   V e r g l e i c h s   S t u d i e   v e r s c h i e d e n e   o x i d i e r e n d e   R e a g e n -  

z e n   u n t e r s u c h t .   Aus  d i e s e r   V e r g l e i c h s   S t u d i e   g e h t   h e r -  

, o r ,   daß  i n s b e s o n d e r e   H e m a t i n   und  M i k r o p e r o x i d a s e   b e -  

s o n d e r s   g e e i g n e t   s i n d ,   w e s h a l b   a u c h   in   d e r   F o l g e z e i t  

d i e   M i k r o p e r o x i d a s e   a l s   d e r   K a t a l y s a t o r   d e r   Wahl   a n g e -  

s e h e n   w u r d e .   L e i d e r   i s t   es  j e d o c h   n a c h   wie   v o r   n ö t i g ,  

d i e   M i k r o p e r o x i d a s e - L ö s u n g   z u m i n d e s t   t ä g l i c h   f r i s c h  

a n z u s e t z e n   und  am  s e l b e n   T a g e   zu  v e r b r a u c h e n .   U n t e r -  

s u c h u n g e n   d e r   A n m e l d e r i n   f ü h r t e n   zu  dem  E r g e b n i s ,   d a ß  

a u c h   Hemin   und   H e m a t i n   k e i n e   l a g e r s t a b i l e n   L ö s u n g e n  

g e b e n .   V e r s u c h e   m i t   P e r o x i d a s e   f ü h r t e n   im  V e r g l e i c h   z u r  

M i k r o p e r o x i d a s e   zu  d e u t l i c h   s c h l e c h t e r e r   S i g n a l a u s b e u -  

t e ,   so  daß  a u c h   s i e   f ü r   d i e   P r a x i s   n i c h t   in   F r a g e  

k o m m t .  

ü b e r r a s c h e n d e r w e i s e   w u r d e   g e f u n d e n ,   daß  das   Enzym  K a t a -  

l a s e ,   i n s b e s o n d e r e   in   g e p u f f e r t e r   Form  und  in  G e g e n w a r t  

e i n e s   B a k t e r i o s t a t i k u m s   ,  s e h r   s t a b i l e   L ö s u n g e n   l i e f e r t ,  

d i e   a u c h   g u t e   L i c h t a u s b e u t e n   b e i   d e r   V e r w e n d u n g   a l s  

K a t a l y s a t o r   z u r   A u s l ö s u n g   d e r   L u m i n e s z e n z   g e w ä h r l e i s t e n .  



4 - 3 -  

b e s o n d e r   s  ü b e r r a s c h e n d   w a r ,   daß  a l s   B a J c t e r i o s t a t i K u m  

l i c h t   n u r   A n t i b i o t i k a ,   s o n d e r n   a u c h   N a t r i u m a z i d   v e r w e n -  

l e t   w e r d e n   k a n n .   Da  N a t r i u m a z i d   a l s   E n z y m g i f t   b e k a n n t  

Lst ,   war   k e i n e s f a l l s   v o r h e r z u s e h e n ,   daß  d i e s e s   M i t t e l  

Eür  d i e   S t a b i l i s i e r u n g   e i n e r   K a t a l a s e - L ö s u n g   f ü r   L u m i -  

l e s z e n z - I m m u n o - T e s t e   ü b e r h a u p t   g e e i g n e t   w ä r e .   A l s   P u f -  

f e r   f ü r   d i e   K a t a l a s e - L ö s u n g   e i g n e n   s i c h   i n s b e s o n d e r e  

a)  p h y s i o l o g i s c h e   K o c h s a l z l ö s u n g   ( 0 , 1 5   M o l / 1   NaCl )   , 

b)  0 , 0 5   M o l / 1   P h o s p h a t   (pH  6 ) ,  

b e i d e   g e g e b e n e n f a l l s   u n t e r   Z u s a t z   von  10  f i M o l / 1  

T h y m o l .  

Die  n e u e n   e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e  

s i n d   s o m i t   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das   o x i d i e r e n d e  

R e a g e n z   e i n e   v o r g e f e r t i g t e ,   g e g e b e n e n f a l l s   d u r c h   e i n  

B a k t e r i o s t a t i k u m   s t a b i l i s i e r t e   L ö s u n g   von  K a t a l a s e   u n d  

d e r   I n i t i a t o r   e i n e   m i n d e s t e n s   20  M i n u t e n   a l t e ,   v o r g e -  

f e r t i g t e   a l k a l i s c h e   P e r o x i d l ö s u n g   i s t .   A l s   P e r o x i d e  

h a b e n   s i c h   i n s b e s o n d e r e   k o m p l e x i e r t e   P e r o x i d e   b e w ä h r t ,  

da  d i e s e   in   f e s t e r   Form  l a g e r b e s t ä n d i g   s i n d   und  in   a l -  

k a l i s c h e r   L ö s u n g   n a c h   m i n d e s t e n s   20  M i n u t e n   L a g e r u n g  

f ü r   d i e   D a u e r   e i n e s   M e ß t a g e s   a u s r e i c h e n d   s t a b i l   s i n d .  

Das  A l t e r   von   20  M i n u t e n   i s t   e r f o r d e r l i c h ,   da  w ä h r e n d  

d e r   e r s t e n   20  M i n u t e n   n a c h   dem  Z u s a m m e n g e b e n   von  P e r o x i d  

und  A l k a l i   e i n e   d e u t l i c h e   S i g n a l v e r s t ä r k u n g   im  L u m i n e s -  

z e n z - I m m u n o - T e s t   b e o b a c h t e t   w i r d ,   d i e   zu  e i n e r   w e s e n t -  

l i c h e n   V e r b e s s e r u n g   d e r   E m p f i n d l i c h k e i t   und  d e r   u n t e r e n  

N a c h w e i s   g r e n z e   f ü h r t .   W ä h r e n d   d e r   e r s t e n   20  M i n u t e n  

f ü h r t   d i e s e   R e i f u n g   d e r   L ö s u n g   j e d o c h   zu  V e r f ä l s c h u n g e n  

d e r   M e ß w e r t e .   O p t i m a l e   E r g e b n i s s e   w e r d e n   s o m i t   e r z i e l t ,  

wenn  d i e   a l k a l i s c h e n   P e r o x i d l ö s u n g e n   20  M i n u t e n   b i s   10  

S t u n d e n   a l t   s i n d .  
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E r f i n d u n g s g e m ä ß   i s t   es   j e t z t   m ö g l i c h ,   L u m i n e s z e n z   - I m m u -  

n o - T e s t e   b e s t e h e n d   a u s   e i n e m   z u r   L u m i n e s z e n z   b e f ä h i g -  

t e n ,   m i t   P h t h a l h y d r a z i d e n   m a r k i e r t e n   A n t i g e n   o d e r   A n t i -  

k ö r p e r ,   e i n e m   v o r z u g s w e i s e   t r ä g e r g e b u n d e n e n   A n t i k ö r p e r  

o d e r   A n t i g e n   und   e i n e m   d i e   L u m i n e s z e n z   a u s l ö s e n d e n   o x i -  

d i e r e n d e n   R e a g e n z   zu  s t a b i l i s i e r e n ,   d a d u r c h   daß  d a s  

o x i d i e r e n d e   R e a g e n z   in   Form  e i n e r   v o r g e f e r t i g t e n ,   g e g e -  

b e n e n f a l l s   d u r c h   e i n   B a k t e r i o s t a t i k u m   s t a b i l i s i e r t e n  

L ö s u n g   v o n   K a t a l a s e   und  d e r   I n i t i a t o r   in   Form  e i n e r  

>  m i n d e s t e n s   20  M i n u t e n   a l t e n ,   v o r g e f e r t i g t e n   a l k a l i s c h e n  

P e r o x i d l ö s u n g   z u g e g e b e n   w e r d e n .  

A l s   P e r o x i d e   e i g n e n   s i c h   i n s b e s o n d e r e   d i e   f e s t e n ,   k o m -  

p l e x i e r t e n   P e r o x i d e   w i e   N a t r i u m p e r o x i d ,   N a t r i u m p e r c a r -  

5  b o n a t ,   N a t r i u m p e r b o r a t ,   A m m o n i u m p e r o x o d i s u l f   a t   und   h a n -  

d e l s ü b l i c h e   P e r h y d r i t * R *   - T a b l e t t e n ,   in   d e n e n   W a s s e r -  

s t o f f p e r o x i d   an  H a r n s t o f f   g e b u n d e n   i s t .  

A l s   P h t h a l h y d r a z i d e   e i g n e n   s i c h   i n s b e s o n d e r e   d a s  

0  6 / 5 -   ( 4 - A m i n o b u t y l - N - e t h y l )   i s o l u m i n o l 7 - h e m i s u c c i n a m i d  

(ABEI-H)   s o w i e   S u b s t a n z e n   wie   s i e   b e s c h r i e b e n   s i n d   i n  

den   US-PS  4 , 3 6 3 , 7 5 9 ,   4 , 3 3 4 , 0 6 9 , 4 , 2 9 7 , 2 7 3 ,   4 , 2 2 5 , 4 8 5   u n d  

4 , 3 3 1 , 8 0 8 .   W e i t e r e   g u t   g e e i g n e t e   P h t h a l h y d r a z i d e   s i n d  

s o l c h e   m i t   e i n e m   a n e l l i e r t e n   B e n z o l r i n g   w i e   d i e   N a p h -  

5  t h y l h y d r a z i d e .  

E r f   i n d u n g s g e m ä ß   i s t   es   j e t z t   a u c h   w e s e n t l i c h   e i n f a c h e r  

und   s c h n e l l e r   m ö g l i c h ,   d i e   e r f o r d e r l i c h e   Q u a l i t ä t s k o n -  

t r o l l e   d e r   L u m i n e s z e n z   - I m m u n o - T e s t e   d u r c h z u f ü h r e n .   D i e -  

iO  se  Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   s o l l t e   s o w o h l   den   e i n w a n d f r e i e n  

Z u s t a n d   d e r   d i e   L u m i n e s z e n z   a u s l ö s e n d e n   R e a g e n z i e n   a l s  

a u c h   d e s   M e ß g e r ä t e s   e r f a s s e n .   D a b e i   h a t   s i c h   g e z e i g t ,  

daß  d i e   u n t e r s c h i e d l i c h e n   K o n z e p t e   d e r   h e u t e   h a n d e l s ü b -  

l i c h e n   L u m i n o m e t e r   zu  e r h e b l i c h e n   A b w e i c h u n g e n   und  d a -  

d u r c h   n i c h t   a k z e p t a b l e n   S t ö r u n g e n   f ü h r e n   k ö n n e n .  



Je  n a c h   d e r   A r t   d e r   M e s s u n g   d e r   C h e m i l u m i n e s z e n z - S i g n a -  

Le  e r h ä l t   man  n ä m l i c h   s e h r   u n t e r s c h i e d l i c h e   M e ß g r ö ß e n .  

So  e r f a s s e n   e i n i g e   L u m i n o m e t e r   d i e   C h e m i l u m i n e s z e n z -  

S i g n a l e   in  Form  von  P h o t o n e n s t r ö m e n   ( M e ß g r ö ß e   =  V o l t )  

und  a n d e r e   in   Form  von  E i n z e l p h o t o n e n - E r e i g n i s s e n   ( M e ß -  

g r ö ß e   =  I m p u l s e   o d e r   C o u n t s )   .  W e i t e r h i n   h a t   s i c h   g e -  

z e i g t ,   daß  s e l b s t   b e i   V e r w e n d u n g   m e h r e r e   G e r ä t e   d e s  

g l e i c h e n   G e r ä t e t y p s   u n t e r   V e r w e n d u n g   a n s o n s t e n   v ö l l i g  

g l e i c h e r   R e a g e n z i e n   von  G e r ä t   zu  G e r ä t   S c h w a n k u n g e n   v o n  

mehr   a l s   20%  b e o b a c h t e t   w e r d e n .   D i e s   l i e g t   o f f e n s i c h t -  

l i c h   an  d e r   S c h w i e r i g k e i t   e i n e r   E i c h u n g   d e r   in   L u m i n o -  

m e t e r n   v e r w e n d e t e n   P h o t o m u l t i p l i e r .  

Be i   den  v e r g l e i c h e n d e n   U n t e r s u c h u n g e n   n i c h t   n u r   v e r -  

s c h i e d e n e r   R e a g e n z i e n ,   s o n d e r n   auch   v e r s c h i e d e n e r   G e r ä -  

te   w u r d e   d i e   ü b e r r a s c h e n d e   F e s t s t e l l u n g   g e m a c h t ,   d a ß  

b e i   d e r   M e s s u n g   von   d e f i n i e r t e n   c h e m i l u m i n e s z e n t e n   K o n -  

t r o l l p r o b e n ,   d i e   s i c h   in   i h r e n   M e ß w e r t e n   um  e i n e n   d e f i -  

n i e r t e n   F a k t o r   z w i s c h e n   2  und  100,   v o r z u g s w e i s e   z w i -  

s c h e n   5  und  20,  u n t e r s c h e i d e n ,   d e r   Q u o t i e n t   aus   d e n  

M e ß w e r t e n   d i e s e r   K o n t r o l l p r o b e n ,   u n a b h ä n g i g   vom  v e r w e n -  

d e t e n   M e ß g e r ä t ,   in   r e l a t i v   engem  Rahmen  k o n s t a n t   i s t .  

D a r a u s   e r g i b t   s i c h ,   daß  man  b e r e i t s   m i t   H i l f e   von  z w e i  

K o n t r o l l w e r t e n   I  und  I I ,   d i e   s i c h   um  e i n e n   d e f i n i e r t e n  

F a k t o r   ( b e i s p i e l s w e i s e   10)  u n t e r s c h e i d e n ,   d i e   G e r ä t e  

und  C h e m i k a l i e n   z u v e r l ä s s i g   und  e i n f a c h   p r ü f e n   k a n n ,  

s o f e r n   f o l g e n d e   W e r t e   g e m e s s e n   bzw.  e r r e c h n e t   w e r d e n :  

a)  G e r ä t e   l e e r w e r t   (GLW) 

b)  R e a g e n z   i e n l e e r w e r t   (RLW) 

c)  K o n t r o l l w e r t e   I  und  I I   (KI  und  K U )  

d)  d e r   Q u o t i e n t   K I I / K I   u n d  

e)  de r   Q u o t i e n t   KI  /RLW. 

In  e i n i g e n   F ä l l e n   k a n n   es  s i n n v o l l   s e i n ,   z u s ä t z l i c h   d e n  

Q u o t i e n t e n   RLW  /GLW  zu  e r r e c h n e n .  



j f   a l l e   F ä l l e   i s t   es   m o g u c n ,   d i e s e »   r w u w c i   l.  d . ^ » »  

e c h n e r   e i n z u g e b e n ,   d e r   b e i   A b w e i c h u n g e n   von   den  B o l l -  

e r t e n   d i e   m ö g l i c h e n   F e h l e r q u e l l e n   d i r e k t   a n z e i g t .  

e s o n d e r s   ü b e r r a s c h e n d   war   d e r   B e f u n d ,   daß  a u ß e r   d e n  

ben   g e n a n n t e n   M e ß w e r t e n   und  Q u o t i e n t e n   d i e   n u r   v o r   d e r  

, e s t i m m u n g s   s e r i e   e r m i t t e l t   w e r d e n   k ö n n e n ,   a u c h   w ä h r e n d  

ler  B e s t i m m u n g s s e r i e   d i e   Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   f o r t g e s e t z t  

r e r d e n   k a n n ,   da  a u c h   b e i   den  e i g e n t l i c h e n   M e s s u n g e n   d i e  

; i g n a l - H a l b w e r t z e i t   T  1 / 2   n a h e z u   k o n s t a n t   i s t .  

Durch   M e s s u n g   d i e s e r   S i g n a l - H a l b w e r t z e i t   und   V e r g l e i c h  

n i t   dem  u r s p r ü n g l i c h e n   W e r t   u n m i t t e l b a r   n a c h   d e r   K a l i -  

o r i e r u n g   d e s   G e r ä t e s   w i r d   a n g e z e i g t ,   daß  n o c h   a l l e   P a -  

r a m e t e r   i n   O r d n u n g   s i n d   und  s o m i t   z u v e r l ä s s i g e   E r g e b -  

n i s s e   e r w a r t e t   w e r d e n   k ö n n e n .   E in   a l l m ä h l i c h e s   o d e r  

p l ö t z l i c h e s   A b w e i c h e n   d e r   S i g n a l - H a l b w e r t z e i t   z e i g t   a n ,  

daß  e n t w e d e r   am  G e r ä t   o d e r   den  R e a g e n z i e n   F e h l e r   e i n g e -  

t r e t e n   s i n d ,   d i e   d i e   Z u v e r l ä s s i g k e i t   des   E n d e r g e b n i s s e s  

b e e i n t r ä c h t i g e n   k ö n n e n .  

Der   G e r ä t e   l e e r w e r t   (GLW)  w i r d   e r m i t t e l t   d u r c h   e i n e   M e s -  

s u n g   o h n e   Z u s a t z   v o n   R e a g e n z i e n .   Die   e r h a l t e n e n   W e r t e  

s o l l t e n   h i e r   r e l a t i v   k l e i n   s e i n   und   den   vom  G e r ä t e h e r -  

s t e l l e r   a n g e g e b e n e n   E r f a h r u n g s w e r t e n   e n t s p r e c h e n .   E i n e  

S t ö r u n g   d u r c h   u n e r w ü n s c h t e s   F r e m d l i c h t   ä u ß e r t   s i c h   d u r c h  

e x t r e m   h o h e   I m p u l s r a t e n ,   o f t   ü b e r   d e r   o b e r e n   E r f a s s u n g s -  

g r e n z e   d e s   G e r ä t e s .  

Der   R e a g e n z   i e n l e e r w e r t   (RLW)  w i r d   e r m i t t e l t ,   i n d e m   v o r a b  

d i e   K a t a l a s e - L ö s u n g   und  in   d e r   M e ß p o s i t i o n   des   L u m i n o -  

m e t e r s   d i e   a l k a l i s c h e   P e r o x i d l ö s u n g   in   e i n   M e ß r ö h r c h e n  

i n j i z i e r t   w e r d e n   und   d i e   L u m i n e s z e n z   g e m e s s e n   w i r d .  



i e s e   M e ß w e r t e   l i e g e n   im  a l l g e m e i n e n   n o n e r   a i s   a e r  

Ü r f e n   a b e r   w i e d e r u m   e i n e   a u s   E r f a h r u n g s w e r t e n   f e s t z u -  

e t z e n d e   o b e r e   G r e n z e   n i c h t   ü b e r s c h r e i t e n .   E in   d e u t l i -  

hes   ü b e r s c h r e i t e n   d e s   G r e n z w e r t e s   RLW  b e i   k o r r e k t e m  

ILW  d e u t e t   a u f   d i e   K o n t a m i n a t i o n   e i n e s   o d e r   b e i d e r   c h e -  

ü l u m i n e s z e n z - a u s l ö s e n d e n   R e a g e n z i e n   m i t   e i n e r   S u b s t a n z  

l i n ,   d i e   e i n   e n t s p r e c h e n d e s   u n s p e z i f i s c h e s   C h e m i l u m i -  

l e s z e n z - S i g n a l   e r z e u g t .   Auch   k o n t a m i n i e r t e   M e ß r ö h r c h e n  

cönnen   d i e   U r s a c h e   s e i n .   I s t   j e d o c h   GLW  =  RLW,  so  k a n n  

l i e s   an  d e r   V e r w e n d u n g   b e r e i t s   u n b r a u c h b a r   g e w o r d e n e r  

R e a g e n z i e n   l i e g e n   o d e r   an  e i n e m   f e h l e r h a f t e n   I n j e k t i -  

D n s s y s t e m .  

Der  Q u o t i e n t   K I I / K I   s o l l t e   dem  W e r t   e n t s p r e c h e n ,   a u f  

äen  h i n   d i e   K o n t r o l l - L ö s u n g e n   KI  und  K U   e i n g e s t e l l t  

w u r d e n .   Der   Q u o t i e n t   KI/RLW  s o l l t e   im  B e r e i c h   z w i s c h e n  

20  und  70  l i e g e n .   Um  e i n e   a u s r e i c h e n d e   Z u v e r l ä s s i g k e i t  

zu  g e w ä h r l e i s t e n ,   s o l l t e   j e d e   M e s s u n g   m i n d e s t e n s   i n  

D o p p e l - ,   b e s s e r   in   D r e i f a c h - B e s t i m m u n g e n   e r f o l g e n   u n d  

d e r   M i t t e l w e r t   h i e r a u s   v e r w e r t e t   w e r d e n .   L i e g t   d e r   V a r i -  

a t i o n s k o e f f i z i e n t   d i e s e r   M e h r f a c h - B e s t i m m u n g e n   ü b e r   5%,  

so  i s t   n a c h   d e r   U r s a c h e   zu  s u c h e n .   Be i   d e u t l i c h e n   A b w e i -  

c h u n g e n   d e r   Q u o t i e n t e n   K I I / K I   und  KI/RLW  d e u t e n   H ö h e  

und  A r t   d e r   A b w e i c h u n g   w i e d e r u m   a u f   b e s t i m m t e   F e h l e r  

h i n ,   n a c h   d e n e n   g e z i e l t   g e s u c h t   w e r d e n   k a n n .  

D u r c h   d i e   T a t s a c h e ,   daß  b e i   e i n w a n d f r e i e m   G e r ä t   u n d  

e i n w a n d f r e i e n   R e a g e n z i e n   d i e   S i g n a l - H a l b w e r t z e i t   T  1 / 2  

n a h e z u   k o n s t a n t   i s t ,   e r m ö g l i c h t   d i e   M e s s u n g   d i e s e s   P a r a -  

m e t e r s   e i n e   s t ä n d i g e   Ü b e r p r ü f u n g   j e d e s   e i n z e l n e n   M e ß w e r -  

t e s .   Es  h a t   s i c h   w e i t e r h i n   g e z e i g t ,   daß  d i e   M e s s u n g  

bzw.   B e r e c h n u n g   d e r   o b e n   g e n a n n t e n   M e ß w e r t e   und  Q u o t i -  

e n t e n   s o w i e   i n s b e s o n d e r e   d e r   S i g n a l - H a l b w e r t z e i t   n i c h t  

n u r   f ü r   d i e   e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e  



*  -  ar  *  

l w e n d b a r   i s t ,   s o n d e r n   in   g i e i c n e r   w e i s e   a u u i   i « .  

>  T e s t e ,   i n   d e n e n   a l s   l u m i n e s   z i e r e n d e s   S y s t e m   m i t   A c r i -  

L n g r u p p e n   m a r k i e r t e   A n t i g e n e   o d e r   A n t i k ö r p e r   v e r w e n d e t  

ä r d e n .   A l s   A c r i d i n - D e r i v a t e   e i g n e n   s i c h   i n s b e s o n d e r e  

a b s t a n z e n ,   w ie   s i e   b e s c h r e i b e n   s i n d   in   d e r   EP-OS  0  0 8 2  

3 6 .  

i n   w e i t e r e r   G e g e n s t a n d   d e r   v o r l i e g e n d e n   E r f i n d u n g   i s t  

o m i t   a u c h   d a s   V e r f a h r e n   z u r   Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   v o n  

. u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e n   b e s t e h e n d   a u s   e i n e m   z u r   L u m i -  

t e s z e n z   b e f ä h i g t e n ,   m i t   P h t h a l h y d r a z i d e n   o d e r   A c r i d i n -  

i r u p p e n   m a r k i e r t e n   A n t i g e n   o d e r   A n t i k ö r p e r ,   e i n e m   v o r -  

z u g s w e i s e   t r ä g e r g e b u n d e n e n   A n t i k ö r p e r   o d e r   A n t i g e n   u n d  

i i n e m   d i e   L u m i n e s z e n z   a u s l ö s e n d e n   o x i d i e r e n d e n   R e a g e n z ,  

l a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  e r f o r d e r l i c h e n f a l l s   d a s  

D x i d i e r e n d e   R e a g e n z   e i n e   v o r g e f e r t i g t e ,   g e g e b e n e n f a l l s  

d u r c h   e i n   B a k t e r i o s t a t i k u m   s t a b i l i s i e r t e   L ö s u n g   v o n  

K a t a l a s e   und   d e r   I n i t i a t o r   e i n e   m i n d e s t e n s   20  M i n u t e n  

a l t e ,   v o r g e f e r t i g t e   a l k a l i s c h e   P e r o x i d l ö s u n g   i s t   u n d  

daß  f o l g e n d e   W e r t e   g e m e s s e n   bzw.   e r r e c h n e t   w e r d e n :  

a)  G e r ä t e   l e e r w e r t   (GLW) 

b)  R e a g e n z i e n   l e e r w e r t   (RLW) 

c)  K o n t r o l l w e r t e   I  und   I I   (KI  und   K U )  

d)  d e r   Q u o t i e n t   K I I / K I   u n d  

e)  d e r   Q u o t i e n t   K I / R L W .  

V o r z u g s w e i s e   w e r d e n   d i e   M e ß w e r t e   a)  b i s   e)  in   e i n e n  

R e c h n e r   e i n g e g e b e n ,   d e r   b e i   A b w e i c h u n g e n   von   S o l l w e r t e n  

d i e   m ö g l i c h e n   F e h l e r q u e l l e n   a n z e i g t .   V o r z u g s w e i s e   w i r d  

z u s ä t z l i c h   d i e   S i g n a l - H a l b w e r t z e i t   T  1 /2   g e m e s s e n   u n d  

m i t   dem  S o l l w e r t   v e r g l i c h e n   und  d a m i t   e i n e   p e r m a n e n t e  

Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   e r z i e l t .  

In   S o n d e r f ä l l e n   und   b e i   b e s t i m m t e n   G e r ä t e t y p e n   mag  e s  

s i n n v o l l   s e i n ,   z u s ä t z l i c h   den   Q u o t i e n t e n   RLW  /GLW  z u  
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e r r e c h n e n ,   um  b e i   A b w e i c h u n g e n   d i e s e s   Q u o t i e n t e n   a u f  

b e s t i m m t e   F e h l e r m ö g l i c h k e i t e n   h i n z u w e i s e n .  

Die   e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e ,   d a s  

V e r f a h r e n   zu  i h r e r   S t a b i l i s i e r u n g   und  d a s   V e r f a h r e n   z u r  

Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   s i n d   in  den  n a c h f o l g e n d e n   B e i s p i e l e n  

n ä h e r   e r l ä u t e r t .  

B e i s p i e l   1 

H e r s t e l l u n g   e i n e r   g e b r a u c h s f e r t i g e n   und  l a g e r s t a b i l e n  

K a t a l a s e - L ö s u n g :  

4  -  20  x  106  U n i t s   K a t a l a s e   aus   R i n d e r l e b e r ,   M o l e k u l a r -  

g e w i c h t   ca .   2 4 0 . 0 0 0 ,   w e r d e n   in   1  L i t e r   0 , 1 5   m o l / 1   N a C l  

und   0,1%  (Gew.  / V o l . )   N a t r i u m a z i d   g e l ö s t .   E i n   U n i t   K a -  

t a l a s e   i s t   d a b e i   d e f i n i t i o n s g e m ä ß   d i e   E n z y m m e n g e ,   d i e  

1  umol  W a s s e r s t o f f p e r o x i d   p r o   M i n u t e   b e i   e i n e m   p H - W e r t  

von   7 ,0   und  e i n e r   T e m p e r a t u r   von  25°C  u m s e t z t .   Die  z u  

w ä h l e n d e   E n d k o n z e n t r a t i o n   in   U n i t s   K a t a l a s e / 1   h ä n g t   v o n  
d e r   B e s c h a f f e n h e i t   des   f ü r   d i e   A u s l ö s u n g   d e s   C h e m i l u m i -  

n e s z e n z - S i g n a l s   von  P h t h a l h y d r a z i d e n   und  d e r e n   D e r i v a -  

t e n   z u s ä t z l i c h   e r f o r d e r l i c h e n   bzw.   v e r w e n d e t e n   R e a g e n z  
ab  und  i s t   e n t s p r e c h e n d   a n z u p a s s e n   bzw.   zu  o p t i m i e r e n .  

Die   oben   b e s c h r i e b e n e   L ö s u n g   i s t   b e i   4°C  6  M o n a t e   u n d  

b e i   R a u m t e m p e r a t u r   2  M o n a t e   s t a b i l .   S e l b s t   b e i   37  °C 

w e i s t   s i e   noch   e i n e   H a l t b a r k e i t   von   35  T a g e n   a u f .  

Die   g l e i c h e   K a t a l a s e - L ö s u n g   ohne   Z u s a t z   von   N a t r i u m a z i d  

i s t ,   i n s b e s o n d e r e   b e i   h ö h e r e n   T e m p e r a t u r e n ,   s o g a r   n o c h  

e t w a s   b e s s e r   h a l t b a r ,   j e d o c h   b e s t e h t   d i e   G e f a h r   e i n e r  

b a k t e r i e l l e n   I n f e k t i o n .   Die   M e ß w e r t e   f ü r   d i e   L a n g z e i t -  
s t a b i l i t ä t   e r f i n d u n g s g e m ä ß e r   K a t a l a s e - L ö s u n g e n   f i n d e n  

s i c h   in  d e r   a n l i e g e n d e n   A b b i l d u n g   2 .  
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ts  den   E r g e b n i s s e n   e r g i o t   b j . «u ,   —  ? 

i  den   S o m m e r m o n a t e n   o h n e   w e i t e r e s   vom  H e r s t e l l e r   z u m  

i w e n d e r   v e r s e n d e t   w e r d e n   k a n n ,   o h n e   daß  zu  e r w a r t e n  

s t ,   daß  d i e   L ö s u n g   u n b r a u c h b a r   w i r d .   D u r c h   den   Z u s a t z  

Dn'  N a t r i u m a z i d   w i r d   s e l b s t   n a c h   6  M o n a t e n   k e i n   b a k t e -  

i e l l e s   W a c h s t u m   b e o b a c h t e t .   D ie   E n z y m a k t i v i t ä t   w i r d  

u r c h   d i e s e n   Z u s a t z   n u r   u n w e s e n t l i c h   b e e i n t r ä c h t i g t .  

i e   M e ß w e r t e   d e r   A b b i l d u n g   2  w u r d e n   e r h a l t e n ,   i n d e m  

e w e i l s   100  u l   e i n e r   K o n t r o l l p r o b e   ( P h t h a l h y d r a z i d - D e -  

■ i v a t   m a r k i e r t e s   P r o t e i n )   ,  d i e   in   e i n e m   B e r t h o l d - L u m i -  

t o m e t e r   LB  9500  e i n   d e f i n i e r t e s   C h e m i l u m i n e s z e n z - S i g n a l  

e r z e u g e n   k a n n ,   m i t   300  u l   e i n e r   K a t a l a s e - G e b r a u c h s l ö s u n g  

v e r s e t z t   w u r d e n ,   d i e   u n t e r   den  a n g e g e b e n e n   B e d i n g u n g e n  

j e l a g e r t   w u r d e .   N a c h   E i n b r i n g e n   d e r   P r o b e   in  d i e   M e ß p o -  

s i t i o n   w u r d e   d u r c h   I n j e k t i o n   von   300  ul   a l k a l i s c h e r  

P e r o x i d l ö s u n g   d i e   C h e m i l u m i n e s z e n z - R e a k t i o n   g e s t a r t e t .  

Die   e r h a l t e n e n   S i g n a l e   w u r d e n   d e n e n   m i t   e i n e r   f r i s c h  

h e r g e s t e l l t e n   K a t a l a s e - G e b r a u c h s l ö s u n g   g e g e n ü b e r g e -  

s t e l l t   und  in   P r o z e n t   a n g e g e b e n .  

B e i s p i e l   2 

H e r s t e l l u n g   von   a l k a l i s c h e n   P e r o x i d l ö s u n g e n :  

L ö s u n g   A 

100  mg  N a t r i u m p e r c a r b o n a t   (2Na2C03   x  3H202)  w e r d e n   i n  

100  ml  0 , 2   N  N a t r o n l a u g e   g e l ö s t .   D i e s e   L ö s u n g   b l e i b t  

v o r   d e r   A n w e n d u n g   30  M i n u t e n   b e i   R a u m t e m p e r a t u r   s t e h e n .  

Zur   A u s l ö s u n g   d e r   C h e m i l u m i n e s z e n z - S i g n a l e   von  P h t h a l -  

h y d r a z i d - D e r i v a t e n   und   A c r i d i n i u m - D e r i v a t e n   w e r d e n   300.  

Hl  d i e s e r   L ö s u n g   in   d e r   M e ß p o s i t i o n   des   L u m i n o m e t e r s   i n  

g e e i g n e t e   Meß  r ö h r c h e n   i n j i z i e r t ,   d i e   d i e   zu  m e s s e n d e  

P r o b e   e n t h a l t e n .  
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e  L ö s u n g   i s t   o e i   K a u n n e r a u e i a t u i   \xo  w  

: e n s   e i n e n   M e ß t a g   und  b e i   Ktih  I s c h r a n k t e m p e r a t u r   ( 4 ° C )  

i.  7  Tage   s t a b i l .   100  mg  N a t r i u m p e r c a r b o n a t   e n t h a l t e n  

3  v i e l   A k t i v s a u e r s t o f f   wie   c a .   80  mg  35%  W a s s e r s t o f f -  

5 r o x i d .  

ö s u n g   B 

00  mg  N a t r i u m p e r b o r a t   (NaB02  x  H202  x  3H20)  w e r d e n   i n  

00  ml  0 , 2   N  N a t r o n l a u g e   g e l ö s t .   V e r w e n d u n g   wie  b e i   L ö -  

ung  A.  L ö s u n g   B  i s t   b e i   R a u m t e m p e r a t u r   (18  b i s   2 2 ° C )  

l i n d e s t e n s   e i n e n   M e ß t a g   und  b e i   K ü h l s c h r a n k t e m p e r a t u r  

;4°C)  m i n d e s t e n s   10  Tage   s t a b i l .   100  mg  N a t r i u m p e r b o r a t  

m t h a l t e n   so  v i e l   A k t i v s a u e r s t o f f   w ie   c a .   61  mg  35% 

j a s s e r s t o f   f p e r o x i d .  

Lösung   C 

1  P e r h y d r i t ( R )   - T a b l e t t e   (=  1  g)  w i r d   g e l ö s t   in   100  ml  1 

N  N a t r o n l a u g e .   V e r w e n d u n g   w ie   b e i   L ö s u n g   A.  L ö s u n g   C 

i s t   b e i   R a u m t e m p e r a t u r   (18  b i s   22°C)   m i n d e s t e n s   e i n e n  

Meß  t a g   und  b e i   Kühl   S c h r a n k t e m p e r a t u r   (4°C)  m i n d e s t e n s  

10  T a g e   s t a b i l .   1  P e r h y d r i t   
(R)  - T a b l e t t e   (=  1  g)  e n t h ä l t  

so  v i e l   A k t i v s a u e r s t o f f   wie   c a .   1  g  35%  W a s s e r s t o f f p e r -  

o x i d .  

B e i s p i e l   3 

L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t - K i t :  

Für   d i e   L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e   w e r d e n   zwei   g e t r e n n t e  

P a c k u n g e n   m i t   f o l g e n d e m   I n h a l t   h e r g e s t e l l t :  

I m m u n o - K i t   ( a u s r e i c h e n d   f ü r   100  B e s t i m m u n g e n ) :  

In  s e p a r a t e n   F l a s c h e n   w e r d e n   f ü r   100  B e s t i m m u n g e n   a u s -  

r e i c h e n d e   Mengen  t r ä g e r g e b u n d e n e r   A n t i k ö r p e r   o d e r   A n t i -  

g e n e   s o w i e   m i t   e i n e m   P h t h a l h y d r a z i d - D e r i v a t   m a r k i e r t e  
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A n t i k ö r p e r   bzw.   A n t i g e n e   a b g e p a c k t   s o w i e   e i n e   S t a n d a r d -  

V e r d ü n n u n g s r e i h e   m i t   d e f i n i e r t e n   K o n z e n t r a t i o n e n   d e s  

A n t i g e n s   bzw.   A n t i k ö r p e r s   zum  K a l i b r i e r e n .   Be i   I m i m i n o -  

T e s t e n   z . B .   n a c h   e i n e r   S a n d w i c h - M e t h o d e   w i r d   e i n   e n t -  

s p r e c h e n d e r   z w e i t e r   A n t i g e n -   o d e r   s p e z i e s s p e z i f i s c h e r  

A n t i k ö r p e r   m i t g e l i e f e r t .   D i e s e   I m m u n o - K i t s   w e r d e n   f ü r  

d i e   j e w e i l i g e   B e s t i m m u n g   z u s a m m e n g e s t e l l t ,   s i n d   j e d o c h  

a l l e s a m t   e i n s e t z b a r   z u s a m m e n   m i t   dem  n a c h f o l g e n d e n   R e a -  

g e n z i e n - K i t :  

R e a g e n z i e n - K i t   ( f ü r   1 . 0 0 0   b i s   5 . 0 0 0   B e s t i m m u n g e n ) :  

Im  R e a g e n z i e n - K i t   s i n d   z u s a m m e n g e s t e l l t   d i e   m i t   A z i d  

s t a b i l i s i e r t e   K a t a l a s e - L ö s u n g ,   f e s t e s ,   k o m p l e x i e r t e s  

P e r o x i d   und  1  N  N a t r o n l a u g e   s o w i e   K o n t r o l l - L ö s u n g e n   I  

und   I I   m i t   dem  l u m i n e s z i e r e n d e n   D e r i v a t .  

Zur   A n w e n d u n g   w i r d   das   P e r o x i d   in   d e r   N a t r o n l a u g e   g e -  

l ö s t .   D i e s e   L ö s u n g   i s t   n a c h   20  M i n u t e n   A l t e r u n g   e i n s e t z -  

b a r   und   m i n d e s t e n s   w ä h r e n d   d e s   g a n z e n   M e ß t a g e s   h a l t b a r .  

B e i s p i e l   4 

Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e :  

U b e r   e i n e   R e i h e   v o n   v e r s c h i e d e n e n   L u m i n o m e t e r n   w u r d e n  

d i e   G e r ä t e   l e e r w e r t e   (GLW)  ,  d i e   R e a g e n z i e n   l e e r w e r t e   (RLW) 

und  d i e   K o n t r o l l w e r t e   I  und   I I   (KI  und  K U )   g e m e s s e n  

und   d i e   Q u o t i e n t e n   K I I / K I   und   KI/RLW  b e r e c h n e t .   D i e  

A u s l ö s u n g   d e r   C h e m i l u m i n e s z e n z - S i g n a l e   e r f o l g t e   m i t   d e r  

o b e n   b e s c h r i e b e n e n   K a t a l a s e - L ö s u n g   und   a l k a l i s c h e r   P e r -  

o x i d l ö s u n g .   J e d e r   W e r t   w u r d e   d r e i f a c h   g e m e s s e n   und  d e r  

M i t t e l w e r t   e i n g e s e t z t .   Die   V a r i a t i o n s k o e f f i z i e n t e n   l a g e n  

s t e t s   u n t e r   5%.  

D ie   M e ß e r g e b n i s s e   s i n d   i n   d e r   n a c h f o l g e n d e n   T a b e l l e  

z u s a m m e n g e s t e l l t .  
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Lumlnometer-  HeBdauer  RLW  K  I  K  II  KII/KI  KI/RLW Geratetyp 

LKB  1251  20  sec.  10  (mV)  349  3079  8.82  34  9 
Berthold  LB  950  10  sec.  12  Uny.  540  5350  9.9  45 

Berthold  LB  10  sec.  664  22516  214070  9.51  33  g  . 9500,  GerHt  1  (Impulse)  ,S 

LB  9500,Gerat  2  10  sec.  899  31352  298094  9.5  34.9 
(Impulse) 

LB  9500,GerHt  3  10  sec.  1314  39784  406095  10.2  30.2 
(Impulse) 

LB  9'500,Gerat  4  10  sec.  620  21376  218080  10.2  34.5 
(Impulse) 

um  uxe  A u s w i r k u n g   t y p i s c h e r   F e h l e r   an  den  R e a g e n z i e n   z u  
k o n t r o l l i e r e n ,   w u r d e n   d i e s e   b e w u ß t   h e r b e i g e f ü h r t .   D a z u  

L5  w u r d e   u n t e r   V e r w e n d u n g   des   L u m i n o m e t e r s   B e r t h o l d   LB 
9500  und  u n t e r   V e r w e n d u n g   d e r   o b e n   b e s c h r i e b e n e n   e r f i n -  
d u n g s g e m ü ß   h e r g e s t e l l t e n   bzw.   b e w u ß t   f e h l e r h a f t e n   m o d i -  
f i z i e r t e n   R e a g e n z i e n   d i e   f o l g e n d e n   W e r t e   g e m e s s e n   b z w .  
e r r e c h n e t :  

RLW  K  I  K  II  K  II/K  I  K  I/RLW 
(Impulse)  (Impulse).  (Impulse) 

Gera'teleerwert  (GLW)-Mittel  =  40  Impulse 

intakte  Referenz  640  36270  367116  10.1  56  67 
H-0  anstatt  70  61  64  1.05  0.86 Natron!  auqe 

Peroxid  62  61  66  1.08  1.06 
vergessen 

Katalysator  81  96  106  1.19  1.31 
veraessen 

Katalysator  83  7117  66818  9.39  85  75 lOfach  verdunnt 
Katalysator  68  980  6739  6.88  14  41 lOOfach  verdunnt 

alk.  Peroxidlsg.  655  27300  264400  9.68  41  68 zu  50%  zerfallen 
alk.  Peroxidlsg.  430  6380  58162  9.12  14  84 zu  95%  zerfallen 
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in   t y p i s c h e s   B e i s p i e l   r u r   a en   c o m p u t e r - r . r g e ü n i & d u b -  

r u c k   e i n e s   e r f   i n d u n g s g e m ä ß   d u r c h g e f ü h r t e n   Q u a l i t ä t s -  

o n t r o l l a b l a u f e s   z u r   P r ü f u n g   d e s   M e ß g e r ä t e s   und  d e r  

r f   i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l t e n   K a t a l a s e -   und  a l k a l i s c h e n  

e r o x i d - G e b r a u c h s   L ö s u n g e n   s i e h t   f o l g e n d e r m a ß e n   a u s :  

*  r  »  x  t  '  »  ~  ~ 

Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e  

Datum 

* * * * * * * * * *  

GLW1  37 

GLW2  41 

GLW  39 

RLW1  673 

RLW  2  660 

RLW3  657 

RLW4  668 

RLW  664.5  j 

K o n t r o l l e   I  1  23209  j 

K o n t r o l l e   I  2  22381  ; 

K o n t r o l l e   I  3  21995 

K o n t r o l l e   II  1  220195 

K o n t r o l l e   II  2  210722 

K o n t r o l l e   II  3  211293 

K o n t r o l l e   I  22516 

K o n t r o l l e   II  214070 

P r ä z i s i o n   I  2.8  % 

P r ä z i s i o n   II  2.5  % 

K  II /K  I  9 .51  

K  I/RLW  3 3 . 9  

Meßsystem  und  Gerät  in  Ordnung 



Ein'   t y p i s c h e s   B e i s p i e l   f ü r   e i n   F l i e ß d i a g r a m m   zum  A b l a u f  

" e i n e s   Q u a . l i t ä t s k o n t r o l l p r o g r a m m s   z u r   P r ü f u n g   des   M e ß g e -  

r ä t e ,   s  s o w i e   d e r   e r f i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l t e n   K a t a l a s e -  

m n d   a l k a l i s c h e n   P e r o x i d - G e b r a u c h s l ö s u n g e n   i s t   in   d e r  

- a n l i e g e n d e n   A b b i l d u n g   3  d a r g e s t e l l t .  

Der   z e i t l i c h e   A b l a u f   e i n e r   C h e m i l u m i n e s z e n z - M e s s u n g  

u n t e r   .  V e r w e n d u n g   d e r   e r f i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l t e n   R e -  

a g e n z i e n   i s t   in  d e r   a n l i e g e n d e n   A b b i l d u n g   1  d a r g e s t e l l t .  

Nach  Z u g a b e   des   K a t a l y s a t o r s   (=  K a t a l a s e - G e b r a u c h s l ö -  

s u n g )   zum  Z e i t p u n k t   A  zu  d e r   zu  m e s s e n d e n   P r o b e   ( e n t -  

-  f  ä l l t   . b e i s p i e l s w e i s e   b e i   V e r w e n d u n g   von  A c r i d i n - D e r i v a -  

t e n )   w i r d ,   das   M e ß r ö h r c h e n   m i t   d e r   P r o b e   in   das   L u m i n o -  

met -e r   e i n g e b r a c h t   ( Z e i t p u n k t   B)  .  D u r c h   e i n   g e e i g n e t e s  

' I n j c e k t i o n s   s y s t e m   w i r d   in  d e r   M e ß p o s i t i o n   g e b r a u c h s f e r t i -  

ge  a l k a l i s c h e   P e r o x i d l ö s u n g   i n j i z i e r t   ( Z e i t p u n k t   C)  u n d  

d i e   C h e m i l u m i n e s z e n z - M e s s u n g   g e s t a r t e t .   A l s   M e ß g r ö ß e  

d i e n t   d a s   im  C o m p u t e r   e r m i t t e l t e   I n t e r g r a l   u n t e r   d e r  

K u r v e   d e r   L i c h t i n t e n s i t ä t   von  t  =  0  b i s   t  =  n  (n  =  M e ß -  

d a u e r )   zum  Z e i t p u n k t   D.  Die  S i g n a l - H a l b w e r t z e i t   T  1 / 2  

e r g i b t   s i c h   aus   dem  Z e i t p u n k t   d e r   E r r e i c h u n g   d e r   H ä l f t e  

d e r   m a x i m a l e n   I n t e n s i t ä t   I  max.   D i e s e r   Wer t   i s t   b e i  

e i n w a n d f r e i e n   G e r ä t e n   und  e i n w a n d f r e i e n   R e a g e n z i e n   ü b e r  

den  g e s a m t e n   T a g e s v e r l a u f   n a h e z u   k o n s t a n t   und  i s t   s o m i t  

e i n   H i n w e i s   a u f   das   w e i t e r h i n   v o l l   f u n k t i o n s t ü c h t i g e  

S y s t e m .  

Die   u m f a n g r e i c h e n   M e s s u n g e n   m i t   dem  e r f i n d u n g s g e m ä ß e n  

S y s t e m   h a b e n   g e z e i g t ,   daß  d i e   S t a b i l i t ä t   de r   K a t a l a s e -  

l ö s u n g   noch   v e r b e s s e r t   w e r d e n   k a n n   d u r c h   den  Z u s a t z   v o n  

E t h a n o l   und  EDTA.  D u r c h   d i e s e   Z u s ä t z e   k a n n   d e r   b e o b a c h -  

t e t e   l a n g s a m e   S h i f t   von  h ö h e r e n   zu  n i e d r i g e r e n   W e r t e n  

i n n e r h a l b   von  S t u n d e n   v e r h i n d e r t   w e r d e n .   E t h a n o l   w i r k t  

a l s   s e h r   l a n g s a m   r e a g i e r e n d e s   S u b s t r a t   d e r   K a t a l a s e ,  

r e a g i e r t   j e d o c h   w e s e n t l i c h   l a n g s a m e r   a l s   P e r o x i d .  
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:n  A b w e s e n h e i t   v o n   P e r o x i d   w i r d   e t w a s   E t h a n o l   d u r c h  

K a t a l a s e   und   L u f t s a u e r s t o f f   l a n g s a m   o x i d i e r t ,   ohne   d a ß  

l i e   c h e m i l u m i n e s z e n t e n   E i g e n s c h a f t e n   d e r   P h t h a l h y d r a -  

z i d e   b e e i n f l u ß t   w e r d e n .   EDTA  w i r k t   k o m p l e x i e r e n d   a u f  

z w e i w e r t i g e   M e t a l l i o n e n ,   d i e   e b e n f a l l s   l a n g s a m   d i e   C h e -  

x t i l u m i n e s z e n z   d e r   P h t h a l h y d r a z i d e   a u s l ö s e n   k ö n n e n .  

E i n e   o p t i m i e r t e   K a t a l a s e l ö s u n g   h a t   d a h e r   f o l g e n d e   Z u -  

s a m m e n s e t z u n g :  

4  -  20  x  10  U n i t s   K a t a l a s e   a u s   R i n d e r l e b e r ,   M o l e k u l a r -  

g e w i c h t   c a .   2 4 0 . 0 0 0 ,   w e r d e n   in   1  1  0 , 1 5   m o l / 1   NaCl  u n d  

0,1%  (Gew.  / V o l . )   N a t r i u m a z i d   g e l ö s t ,   w o b e i   E t h a n o l   ( 1 -  

b i s   1 0 % - i g ,   v o r z u g s w e i s e   3 % - i g )   und   E D T A - N a t r i u w ß a l z  

L5  ( E t h y l e n d i a m i n t e t r a a c e t a t )   0 , 1   -  5  g / 1 ,   v o r z u g s w e i s e  

1  g / 1   z u g e s e t z t   w e r d e n .  

In   d e r   A b b i l d u n g   4  i s t   e i n e   T a b e l l e   von   P e h l e r r o ö g l i c h -  

k e i t e n   und   i h r e   B e s e i t u n g   z u s a m m e n g e s t e l l t .  

2 0  

25 

30 
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L u m i n e s z e n z   - I m m u n o - T e s t e   b e s t e h e n d   aus   e i n e m   z u r   L u m i -  

n e s z e n z   b e f ä h i g t e n ,   m i t   P h t h a l h y d r a z i d e n   m a r k i e r t e n   A n -  

t i g e n   o d e r   A n t i k ö r p e r ,   e i n e m   v o r z u g s w e i s e   t r ä g e r g e b u n -  
d e n e n   A n t i k ö r p e r   o d e r   A n t i g e n   und  e i n e m   d i e   L u m i n e s z e n z  

a u s l ö s e n d e n   o x i d i e r e n d e n   R e a g e n z ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h -  

n e t ,   daß  das   o x i d i e r e n d e   R e a g e n z   e i n e   v o r g e f e r t i g t e ,  

g e g e b e n e n f a l l s   d u r c h   e i n   B a k t e r i o s t a t i k u m   s t a b i l i s i e r t e  

L ö s u n g   von  K a t a l a s e   und  d e r   I n i t i a t o r   e i n e   m i n d e s t e n s  

20  M i n u t e n   a l t e ,   v o r g e f e r t i g t e   a l k a l i s c h e   P e r o x i d l ö s u n g  
i s t .  

L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e   gemäß  A n s p r u c h   1  ,  d a d u r c h   g e -  
k e n n z e i c h n e t ,   daß  a l s   B a k t e r i o s t a t i k u m   N a t r i u m a z i d   v e r -  
w e n d e t   w i r d .  

L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e   gemäß  A n s p r u c h   1  o d e r   2,  d a -  

d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  a l s   P e r o x i d   k o m p l e x i e r t e   P e r -  

o x i d e   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e s t e   gemäß  A n s p r u c h   1  o d e r   2,  d a -  

d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d i e   L ö s u n g   z u s ä t z l i c h   E t h a n o l  

und  EDTA  e n t h ä l t .  

V e r f a h r e n   z u r   S t a b i l i s i e r u n g   von  L u m i n e s z e n z - I m m u n o - T e -  

s t e n ,   b e s t e h e n d   aus   e i n e m   z u r   L u m i n e s z e n z   b e f ä h i g t e n ,  
m i t   P h t h a l h y d r a z i d e n   m a r k i e r t e n   A n t i g e n   o d e r   A n t i k ö r -  

p e r ,   e i n e m   v o r z u g s w e i s e   t r ä g e r g e b u n d e n e n   A n t i k ö r p e r  
o d e r   A n t i g e n   und  e i n e m   d i e   L u m i n e s z e n z   a u s l ö s e n d e n   o x i -  
d i e r e n d e n   R e a g e n z ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das   o x i -  
d i e r e n d e   R e a g e n z   in  Fo rm  e i n e r   v o r g e f e r t i g t e n ,   g e g e b e -  
n e n f a l l s   d u r c h   e i n   B a k t e r i o s t a t i k u m   s t a b i l i s i e r t e n   L ö -  

sung   von  K a t a l a s e   und  d e r   I n i t i a t o r   in  Form  e i n e r   m i n -  
d e s t e n s   20  M i n u t e n   a l t e n ,   v o r g e f e r t i g t e n   a l k a l i s c h e n  

P e r o x i d l ö s u n g   z u g e g e b e n   w e r d e n .  
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.s  B a k t e r i o s t a t i k u m   N a t r i u m a z i d   v e r w e n d e t   w i r d .  

s r f a h r e n   gemäß   A n s p r u c h   5  o d e r   6  ,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h -  

a t ,   daß  a l s   P e r o x i d   k o m p l e x i e r t e   P e r o x i d e   v e r w e n d e t  

s r d e n .  

e r f a h r e n   gemäß   A n s p r u c h   5  o d e r   6,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h -  

e t ,   daß  d i e   L ö s u n g   z u s ä t z l i c h   E t h a n o l   und   EDTA  e n t -  

ä l t .  

r e r f a h r e n   z u r   Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   von   L u m i n e s z e n z - I m m u -  

1 0 - T e s t e n ,   b e s t e h e n d   aus   e i n e m   z u r   L u m i n e s z e n z   b e f ä h i g -  

- en ,   m i t   P h t h a l h y d r a z i d e n   o d e r   A c r i d i n - G r u p p e n   m a r k i e r -  

t en   A n t i g e n   o d e r   A n t i k ö r p e r ,   v o r z u g s w e i s e   t r ä g e r g e b u n -  

ä e n e n   A n t i k ö r p e r n   o d e r   A n t i g e n e n   und   e i n e m   d i e   L u m i -  

n e s z e n z   a u s l ö s e n d e n   o x i d i e r e n d e n   R e a g e n z ,   d a d u r c h   g e -  

k e n n z e i c h n e t ,   daß  e r f o r d e r l i c h e n f a l l s   das   o x i d i e r e n d e  

R e a g e n z   e i n e   v o r g e f e r t i g t e ,   g e g e b e n e n f a l l s   d u r c h   e i n  

B a k t e r i o s t a t i k u m   s t a b i l i s i e r t e   L ö s u n g   von   K a t a l a s e   u n d  

d e r   I n i t i a t o r   e i n e   m i n d e s t e n s   20  M i n u t e n   a l t e ,   v o r g e -  

f e r t i g t e   a l k a l i s c h e   P e r o x i d l ö s u n g   i s t   und   daß  f o l g e n d e  

W e r t e   g e m e s s e n   bzw.   e r r e c h n e t   w e r d e n :  

a)  G e r ä t e l e e r w e r t   (GLW) 

b)  R e a g e n z i e n l e e r w e r t   (RLW) 

c)  K o n t r o l l w e r t e   I  und   I I   (KI  und  K U )  

d)  d e r   Q u o t i e n t   K I I / K I   u n d  

e)  d e r   Q u o t i e n t   K I / R L W .  

V e r f a h r e n   z u r   Q u a l i t ä t s k o n t r o l l e   gemäß  A n s p r u c h   9,  d a -  

d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d i e   M e ß w e r t e   a)  b i s   e)  e i n e m  

R e c h n e r   e i n g e g e b e n   w e r d e n ,   d e r   b e i   A b w e i c h u n g e n   v o n  

S o l l w e r t e n   d i e   m ö g l i c h e n   F e h l e r q u e l l e n   a n z e i g t .  
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V e r f a h r e n   gemäß  A n s p r u c h   9  o d e r   10,   d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß  z u s ä t z l i c h   d e r   Q u o t i e n t   RLW  /GLW  b e r e c h n e t  

w i r d .  

V e r f a h r e n   n a c h   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   9  b i s   11,   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  z u s ä t z l i c h   d i e   S i g n a l - H a l b w e r t z e i t  

T  1 /2   g e m e s s e n   und  m i t   dem  S o l l w e r t   v e r g l i c h e n   w i r d .  
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